© Int. CI.: C 07 c, 103/52 

BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND A 61k, 27/00 




DEUTSCHES JmWlSSSS PATENTAMT 



Deutsche Kl.: 12 q, 6/01 
30 h, 2/36 



Off enlegungsschrift 2 256 445 



Aktenzeichen: P 22 56 445.0 



© 




AnmP?Hf»f 510* 1*7 MmmmKnr 1071 


@ 




Offenlegungstag: 22. Mai 1974 




Ausstellungsprioritat: 


— 


© 


Unionsprioritat 
Datum: 


— 


© 


Land: 




(31) 


Aktenzeichen: 




® 


Bczcichnung: 


Neuc Heptapeptide mit Gastrinwirkung 


® 


Zusatz zu: 






Ausscheidung aus: 






Anniclder: 


Farbwerke Hoechst AG, vormals MeisterLucius & Briining, 
6000 Frankfurt 




Vertretereem.§16PatG: 






Als Erfinder benannt; 


Wissmann, Hans, Dipl.-Chem. Dr., 6232 Bad Soden; 
Geiger, Rolf, Dipl.-Chem. Dr., 6000 Frankfurt; 
Schleyerbach, Rufold, Dr., 6238 Hofheim 



to 

TO 



ORIGINAL INSPECTED 

0 5.74 409 821/1099 7/90 



FARBORKE HOE 0 II S T AG 
vormals Meister Lucius & Briining 



2256U5 



HOE' 72/F 349 
Dr . HG/ka 

14. November 19.72 



Neue Heptapeptide mit Gastrinwirkung 

Die Erfindung betrifft neue Heptapeptide der allgemeinen 
Forme 1 I 

HOOC- (CH 2 ) 3 -Ala-Tyr-Gly-Trp-X-Asp-Phe-NH 2 (i) f 

in der X fiir Leucin Oder Methionin steht, ferner ein Ver- 
fahren zxi ilirer Herstellung, das dadu-rcli' gekennzeichnet ist, 
daB man Peptide der allgemeinen Formel II 

H-Ala-Tyr(Bu t )-Gly-Trp-X-Asp(0Bu t )-Phe-NH 2 (il), 

in der Bu* don tert, Butylrest bedeutet und X die oben ange- 
gebene Bedeutung besitzt, mit Glutarsaure-anhydrid umsetzt 
und aus den Reaktionsprodukten der allgemeinen Formel III 

H00C^(CH 2 ) 3 -C0-Ala-Tyr(Bu t )-Gly-Trp-X-Asp(0Bu t )-Phe^NlI 2 (ill) 

die Schutzgruppen dxirch Behandeln mit Trif luoressigsaure ent- 
fernt* 
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Es sind zahlreiche synthetische Peptide aus dem C- terminal on 
Bereich des Gastrins beschrieben worden, die ahnlich dem natur- 
lichen Hormon Gastrin die Stimulation des Magens hinsichtlich 
S&ureproduktion und Volumenausschuttung bewirken. Unter diesen 
synthetischen Peptiden ragt das Pentapeptid der Formel IV 

Boc-G-Ala-Trp-Met-Asp-Phe-NH 2 (iv) 

hervor, in dem Boc fur den tert . -Butyloxycarbonylrest steM 
(The Lancet J966, Seite 993), und das die starkste stimuli oren- 
de Wirkung, verglichen rait anderen synthetischen Peptiden, zeigt. 

Mit diesem Pentapeptid IV wurde auch bereits ein Heptapepticl 
verglichen, das sich von der erf indungsgemaGen Verbindung der 
Pormel I rait X = Met nur durch das Fehlen des Glutaroylrestes 
unterscheidet. Es zeigt eine dem Peptid IV vergleichbare bio- 
logische Wirkung. 

Dagegen libertrifft das erf indungsgemaOe Peptid der Formel I, 
in der X fur Methionin steht, das Peptid der Formel IV in seiner 
biologischen Wirkung urn das 1.3-fache, das erf indungsgema&e " 
Peptid der Formel I mit X = Leucin das Peptid der Formel IV 
sogar um das 3-fache f auf molarer Basis berechnet. 

Die biologische Virkung wurde am perfundierten Rattenmagen nach 
Brit. J. Pharmacol, jj8 ( 1 970), Seite 206-213, bestimmt. 

Zur Herstellung der Verbindungen der allgemeinen Formel I setzt 
man die Peptide der Formel II mit Glutarsaure-anhydrid bei 
Raumtemperatur in Dimethylf ormamid um, wobei Reaktionszeiten 
von etwa'4-20 Stunden bei 0-5° ausreichend sind, destilliert das 
Lbsungsmittel i. Vak. ab und verreibt den Rlickstand mit Ather. 
Die Schutzgruppen werden mit 90-proz. Trif luoressigssiure bei 
Raumtemperatur (Reaktionszeit etwa 1 Stde.) abgespalten. Zur 
Reinigung der Peptide der allgemeinen Formel I geniigt z. D. 
Umfallen aus Alkohol/Xther. 
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Die erfindungsgemaBen neuen Peptide sind Arzneimittel. Sie 
sind Trei von unphysiologischen Komponenten, dienen zur Anre- 
gung der Magensaf tproduktion und konnen entweder als Diagno- 
stica zur Funic tionsprtifung des Magens oder als Therapeutika bei 
verminderter Sekretion von Verdauungssaften in Magen, Galle 
und BauchspeiclieldrUse verwendet werden. 

Die parenterals Verabreichungsjform ist eine 0,001 bis 0,1 'vige 
wliBrige Lbsung, gegebenenf alls unter Zusatz pliyslologfscher 
Mengen Kochsalz oder in gepufTerter ttaflriger Lbsung.*Als PufTer 
kann z. B. verwendet werden: 

m/15 Phospbat-Puffer (primares Kalitunpbospliat und sekundares 
Natriumphospbat nach Sdrensen und Clark) mit pH-¥erten yon 
5,0 bis 7,5. Diese Lbsungen dienen zur Subkutanen und in t ramus - 
kuiaren Anwendung. 

Zur nasalen Anwendung verwendet man ca, 0,1 #ige waBrige Lb- 
sungen, 0,1 bis 3 #ige blige Suspensionen oder ein 0,1 bis 
3 #iges Trockenpulver, z. B. mit Lactose oder Mannit als Trager 
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Beispiele 

Zur Reinheitsprtifung der nachfolgend hergestellten Vorbindun- 
gen dient die Duimschicht-Chromatographie mit folgenden Lauf- 
mittelsystemen : 

1) tert.-Butanol/Pyridin/Petroliither, 1:1:8 

2) Methanol/Wasser 80:20 

3) Methyiathylketon/Pyridin/Wasser/Eisessig 70:15:15:2 
h) Butanol/EssigsSiure/Wasser 2:1:1 

Es werden die in der Peptidchemie ublichen Abkiirzungen verven- 
det; Dicyclohexylcarbodiimid = DCC; Dime thy Iformaraid = DMF. 



BEISPIEL 1 

Glutaroyl-Ala-Tyr-Gly-Trp-Leu-Asp-Phe-NIIg 
a) Z-Tyr (Bu* )-Gly> 0CH 3 

Man lbst 7^ g (o f 2 Mol) Z-Tyr(OBu t )-0H und 5* 6 (o,k Mol) 
1-Hydroxybenzotriazol in 300 ml Tetrahydrofuran, klihlt auf 
-5 und gibt dann die Ltfsung von k2 g (o,2 Mol) DCC in 50 ml 
Tetrahydrofuran zu. AnschlieDend wird eine Stunde bei 0° und 
eine Stunde bei Raumtemperatur nachgerUhrt. Dann wird vom 
ausgeschiedenen Dicyclohexylharnstof f abgesaugt. Zu der ver- 
bleibenden Losung gibt man bei 0° eine L5sung von 25 g 
(0,2 Mol) Glycin-methylester-hydrochlorid und 27 ml (o,2 Mol) 
N-Athylmorpholin in 150 ml Tetrahydrofuran. AnschlieOend wird 
noch 2 Stunden bei Raumtemperatur nachgerUhrt, dann destil- 
liert man das Lbsungsmittel im Vakuum bei Raumtemperatur ab, 
nimmt den RUckstand in Essigester auf, und schUttelt die 

Essigesterlbsung mit 0,2 n- 
Schwefelsaure, ges£ttigter Natriumhydrogencarbonlbsung und 
Vasser. Nach dem Trocknen der EssigesterlSsung liber Magnesium- 
sulfat wird das Endprodukt durch Abdampfen dee LBsungsmittels 
!• V. als schwach^lbliches dl erhalten. Das Produkt ist 
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diinns chi chtchroraato graph! sch einheitlich in den Systemen 
1 f 2 , 3 und k . 

Ausbeute: 6k g (73 # Th. ) 
II-Tyr(Bu t )-Gly-OCH 3 , HC1 

60 g Z-Tyr(Bti t )-Gly-OMe in 1 1 Methanol werden 10 g 10-proz. 
Pd/BaSO^ unter Zugabe von 1 n methanol. HC1 bei pH 3 kataly- 
tisch hydriert. Nach Abtrennen des Katalysators wird das 
LSsungsraittel abdestilliert. Das zuriickbleibende Harz wird 
beim Verreiben mit Ather fast. Ausbeute ^-5 g> Schmp. ab 
97° unter Aufschaumen. £dL7^ = + 27.0° (c = 1 in Methanol)- 

Z- Ala-Tyr (Bu* )-Gly- 0CH 3 

Zu einer Losung von 29 g (0.13 Mol) Z-Ala~0H und 35 g 1-Hy- 
droxybenzotriazol in 2^0 ml DMF. werden bei 5° 29 g DCC ge- 
geben. Man rtihrt 1 h bei 0° und 1 h bei Raumtemperatur , Til- 
triert vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstof f ab und gibt 
die LBsung von kk.8 g. (0.13 Mol) H-Tyr^Bu^-Gly-OCH^, HC1 
und I6.5 ml N-Athylmorpholin in 300 ml DMF zu. Nach dreistun- 
diger Reaktionszeit bei . Raumtemperatur wird: das LSsungsmittel 
i. Vak. abdestilliert, der Ruckstand in Essigester aufgenom- 
men, die EssigesterlBsung mit 1 n HC1, gesattigt. Natrium- 
hydrogencarbonat und Wasser gewaschen,' iiber Natriumsulf at 
getrocknet und i. Vak. eingedampft . Das halbfeste Reaktions- 
produkt wird beim Digerieren mit ither fest. Ausb. 46, 5 g 
(70 #), Schmp. 107°. - 
/&7to° = -34.9° (c=1 in Methanol) 
C 2? H 35 N 3 0 7 (513) Ber. C 63. 1 H 6. 8 N 8. 2 

Gef . C 63.4 H 6.9 N 8. 1 
Dttimschichtchromatographisch einheitlich in den Systemen 1 
und 2. 
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d) Z-Ala-Tyr(Bu )-Cxly-OH 

kh.6 g Methylcster in 150 ml Dioxan und 89 ml 1 n Natron- 
lauge werden 1 h bei Raumtemperatur geruhrt. Man neutrali- 
siert rait 1 n 1IC1, dampft i. Vak. auf 1/3 des ursprUaiglichen 
Volumens ein und stellt mit 1 n HC1 auf pH 3. Das ausgefal- 
lene 01 wird in 700 ml Ather auf genonunen. Die uber MgSO^ go- 
trocknete Losung wird mit 250 ml Petroliither verse tat. Der 
Niederschlag kristallisiert innerlialb einiger Tage bei 0° 
durch. 

Ausbeute: 37.4 g (88 %) Schmp. 89°. £kj\^ -42.7° (c=1 in 
Methanol) 

Duimschichtchromatographisch einheitlich in den Systemen 
1 und 2. 

e) Z-Trp-Leu-OII 

83 g Z-Trp-Leii-OMe, hergestellt nach J. Org. Cheni. 21 (1966), 
Seite 3^00, werden in einer Mischung aus 500 ml Dioxan und 
100 ml 2 n NaOH 100 Min. geruhrt. Man bring t mit 1 n HC1 auf 
pH 6, engt ein, versetzt rait etwas Vasser und stellt das pH 
mit 1 n HC1 auf 3. Das ausgefallene Produkt wird aus Methanol/ 
Vasser umkris tallisiert . 

Ausbeute: 72-5 g, Schmp. 70° f £ZJ^ 3 -27.5° (c = 1 i n Methanol). 

f) Z-Trp-Leu-Asp(OBu t )-Phe-NH 2 

Zu der Losung von 23.8 g (52 mMol) Z-Trp-Leu-OH, 19.5 g 
(52 mMol) H-Asp(0Bu t ).phe-NH 2 -HCl f hergestellt nach J. Chem. 
Soc. (C) 1966, Seite 555, 12 g N-Hydroxysuccinimid und 6.65 ml 
N-Atbylmorpholin in 400 ml Tetrahydrofuran gibt man bei -5° 
unter RUhren die Losung von 10.8 g DCC in 18 ml Tetrahydro- 
furan. Man liiflt unter RUhren auf Raumtemperatur kommen. Nach 
Stehen Uber Nacht filtriert man ausgef allenen Dicyclohexyl- 
harnstoff ab und bringt die Ldsung i. Vak. zur Trockene. Das 
zurQckbleibende bl wird mit 5-proz. Citronensaure, gesattigt. 
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Natriumhydrogencarbonat und Wasser digeriert, i. Vale, iiber 

PoO- getrocknet und niit wenig Xthanol ausgekocht. 

2 5 

Ausbeute: 31,5 g, Schmp. 212°, £cCj^ = -36.7° ( c=1 in DMP ) 
Diinns chi chtchromato graph! scb einheitlich in den Systemen 
1, 2, 3 und k. 

g) H-Trp-Leu-Asp(0Bu t )-Phe-NU 2 , HC1 . 

7,68 g Z-Tetrapeptid verden in 350 ml Methanol analog Bei- 

spiel 1b) katalytisch hydriert. Nach iiblicher Aufax-beitung 

* ^ 20 o 

werden 6.5 g eines amorphen Produkts erbalten. £f(J^ = -22 

(c = 1 in Methanol). Dunnschichtchromatographisch einheitlich 
in den Systemen 1, 2, 3 und 4. 

h) Z-Ala-Tyr(Ba t )-Gly-Trp-Leu-Asp-^Bu t )-Phe-NH 2 

0.5 g (1 mMol) Z-Ala-Tyr(Bu t )-Gly-OH, 0.6k g (1 mMol) H-Trp- 

t * * 

Leu-Asp (OBu )-Phe-NH 2> HC1 hergestellt aus der Z-Verbindung 

durch katalytische Hy- 
drierung . (Beispiel g) , 0.27 g (2 mMol) 1 -Hydroxybenzo- 

triazol und 0,13 ml N-Athyliuorpholin werden in 10 ml DMP 
gel<5st, bei 0° rait 0.24 g DCC versetzt und 15 h bei Raumtem- 
peratur geruhrt. Man Tiltriert voin ausgef allenen Dicyclo- 
hexylhamstoff ab und engt die Losung x. Vak. ein. Der Rack- 
stand wird in Essigester aufgenommen uiid unterhalb 5° mit 
10-proz. Citronensaure extrahiert, dann bei Raum temper atur 
mit ges&ttigtem Natriumhydrogencarbonat und Vasser gewaschen 
Nach Trocknen der • Essigesterldsung iiber MgSO^ wird eingeengt 
Dabei fallen ^50 mg des Z-Hepta-peptids aus. Veitere 193 mg 
lassen sich aus der Mutterlauge durch Fallen mit Ather ge- 
vinnen. Schnip. 192°, 
/^7^° = -27. 8° (c^l in DMF). 

Aminosaureanalyse : Asp 1.0, Gly 0.99# Ala 1.02, 

Leu O.98 Tyr 0.90, Phe 0.99 
Tyr/Trp = 1 .03 

Dunnschichtchromatographisch einheitlich in den Systemen 
1 f 3 und k . 
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i) H-Ala-Tyr(Bu t )-Gly-Trp-Leu-Asp(OBu t )-Phe-NH 2> NCI 

k g Z-Heptapeptid verdenin 1.3 1 Methanol analog Belspiel 
1 b katalytisch hydriert. Nach Abdestillieren des Ltfsungs- 
mittels digeriert man den RUckstand mit Xther und erhalt 
2.8 g vom Schmp. 199-200° (Zers.). 

k) Glutaroyl-Ala-Tyr(Bu t )-Gly-Trp-Leu-Asp-OBu t )-Phe-NH 2 

Zur UJsung von 8.8 g (12 mMol) des H-Heptapeptid-bydrochlo- 
rlds in 50 ml DMF verden innerhalb ko Min. 2.3 g (20 mMol) 
Glutarsaureanhydrid und 2.56 ml N-Xthylmorpholin bei 0° unter 
RUhren portionsweise eingetragen. Man rUhrt 5 h bei 0° und 
lafit l6h bei k° stehen, destilliert das LcSsungsmlttel i. Vak. 
ab und digeriert den RUckstand mit Xther. Ausb. 8.8 g, 
Schmp. 230-232 0 (Zers.) 

Z^7d° = - 31 ° < c = 1 in DMF ) 

1 ) Giutaroyl- Ala-Tyr-Gly-Trp-Leu-Asp-Phe-NH 2 

1.27 g des geschUtzten Glutaroyl-heptapeptids werden in 5 ml 
90-pro25. l^ifluoressigsaure 90 Min. bei Raumtemperatur ge- 
rUhrt. Dann destilliert man die Trif luoressigsaure i. Vak. 
ab, digeriert den RUckstand mit Xther und failt aus Xthanol/ 
Xther um. Ausb. 620 mg. Schmp. 213° (Zers.) 
Z^7d°= -33.8° (c = 1 in DMF). 

Aminosaureanalyse: Asp 1.09, Gly 1.00, Ala 1.07, 

Leu 1.08, Tyr O.69, Phe 1.02 

Tyr/Trp = 1 . 02 

DUnnschichtchromatographisch" einheitlich in den Systemen 
2, 3 und k. 
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BEISPIEL 2 ' 
Glutaroyl-Ala~Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH 2 

a) Z-Ala-Tyr-.(Bu t )-Gly-Trp-Met-Asp-(0Bu t )-Plie-NH 2 

17,7 g Z. Ala.Tyr(Bu t )-Gly-OH, hergestellt nach Beispiel 1 d) , 
23 g H-Trp-Met-Asp(OBu*)-Phe-NH 2 hergestellt nach J, Cliem. 
Soc. (C), 1967i Seite 2410, und 9.6 g 1 -Hydroxybenzotriazol 
werden in 120 ml DMF gelbst. Man gibt bei 0°' 8 g' DCC zu und 
riihrt dann iiber Nacht bei Raumtemperatur . Nach Abfiltri eren 
des Dicyclohexylharns toffs wird die Lbsung i. Vak. eingoongt, 
der Riickstand mit Vasser, 0.2 n HC1, gesMttigtem Natriumhydro- 

gencarbonat und Vasser verrieben und im Hochvak. iiber P o 0 e 

o * 
getrocknet. Ausb. 37-3 g# Schmpl 228 9 

= -27-9° (c=1 in DMF) 
C 59 H 75 N 9°12 S ^ 1 1 33) Ber. C 62.5 H 6.62 N 11.1 S 2.82 

Gef. C 62.6 H 6.7 N 11.1 S 2.9 

b) H-Ala-Tyr(Bu t )-Gly-Trp-Met-Asp(OBu t )-Phe-NH 9 

37 g des Z-Heptapeptids werden in 400 ml DMF unter Zusatz 
von 15 ml Cyclohexylamin und reichlich Pd katalytisch hydriert 
Nach beendeter Abspaltung der Z-Gruppe wird vom Katalysator 
abfiltriert, die Lb sung i. Vak. zur Trockene gebracht und der 
Riickstand mit Ather verrieben. Zur weiteren Reinigung wird 
aus DMF/Ather/PetrolSther gefallt. 2Q 

Ausb. 24.3 g, Schmp. 209° (z), /*£J B =' -22.5°(c=1 in DMF). 

c) Glutarpyl-.Ala-Tyr(Bu t )-Gly-Trp-Met-Asp(OBu t )-Phe-NH 2 

Zu der Lb sung von 12 g des H-Heptapeptids in 60 ml DMF gibt 
man innerhalb 40 Min* 3 g GlutarsSureanhydrid und 4.3 nil 
N-Athylmorpholin bei 0° unter Riihren portionsweise zu. Man 
rtthrt noch 5 h bei 0° und laflt 16 h bei 4° stehen. Dann 
destilliert man das Lbsungsmittel i. Vak» ab und digeriert 
den Riickstand mit Xther, Ausb a 10o3 g, Schmp. 231° (Zers.) 
/^f° = -31° (c=1 in DMF) 
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d) Glutaroyl-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-A'sp-Phe-NHg 

10.1 g des geschUtzten Glutaroyl-heptapeptids werden in 
50 ml 90-proz. Trif luoressigsaure gelbst. Nach 75 Min 
Stehen bei Raumtemperatur destilliert man die Trifluor- 
essigsaure i. Vak. ab f digeriert den RUckstand mit 10 ml 
Athanol und setzt dann 100 ml Ather zu. 
Zur Reinigung vird aus Methanol/Ather umgefailt. 
Ausb. 9.65 g, Schmp. 216°, ££7*° = -31.2° (c-1 in DMP). 
Aminosaureanalyse: Asp 0.96, Gly 0.9**, Ala 0,93, Met 0.85, 

Tyr 0.99, Phe 1.00 

Tyr/Trp = 1 . 0k 
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Patentansprtiche 

Heptapeptide der allgemeinen Formel I 

HOOC- (CH 2 ) 3 -Ala-Tyr-Gly-Trp-X-Asp-Phe-NH 2 (l) 
in dex- X fiir Leucin (Leu) oder Methionin (Met) steht. 

2) Verfahren zur Herstellung von Hepta-peptiden der allge- 
meinen Formei I 

HOOC- (CH 2 ) 3 -Ala-Tyr-Gly-Trp-X-Asp-Plie-NH 2 (i) 

in der X fiir Leu oder Met steht, dadurch gekennzeichnet , 
daQ man Peptide der allgemeinen Formel II 

H-Ala-Tyr(Bu t )-Gly-Trp-X-Asp(OBu t )-Plie-KH 2 " (ll) 

in der Bu* den tert. Butylrest bedeutet und X die oben 
angegebene Bedeutung besitzt, mit Glutarsaure-anbydrid 
umsetzt und aus den Reaktionsprodukten der allgemeinen 
Formel III 

HOOC- (Cg 2 ) 3 -CO-Ala-Tyr (Bu* )-Gly-Trp-X-Asp(OBu t )-Phe-NH 2 (ill) 

die Schutzgruppen durcli Behandeln mit Trifluoressigsaoare 
entf ernt . 

3) Pharinazeutisctie PrEparate mit anregender Wirkung auf die 
Magenaaf tproduktion, gekeniizeiclmet durch. einen Gehalt an 
einer Verbindung nacfa. Anspruch. 1. 
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**) Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen Pr&paraten 
dadurch gekennzeichnet , daG man eine Verbindung nach An- 
spruch 1 gegebenenf alls mlt tiblichen Tr&gerstof f en In eine 
fUr therapoutische oder diagnostische Zvecke geeignete 
Anwendungsf orm bringt. 
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